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@ Tragerfur Analytbestimmungsverfahren und Verfahren zur Herstellung desTragers 

® Es wird ein Trager fur Analytbestimmungsverfahren 
angegeben, umfassend eine Vielzahl von Kanalen, insbe- 
sondere Kapillarkanalen, wobei in den Kanalen eine vlel- 
zahl von unterschiedlichen Rezeptoren, insbesondere 
durch Belichtung, immobilisiert ist. Femer wird ein Ver- 
fahren zur Herstellung eines solchen Tragers beschrie- 
ben, 
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Beschreibung 
1 . Anwendungsgebiet der Erfindung 

1.1 Hintergrund 5 

Fur die Grundlagenforschung in den Biowissenschafien 
und fur die medizinische Diagrtostik sowie einige andere 
Disziplinen ist die prazise Detektion biologisch relevanter 
Molekiile in definiertem Untersuchungsmaterial von heraus- io 
ragender Bedeutung. Dabei liegt die genetische Information 
in Form einer enormen Vielfalt von unterschiedlichen Nu- 
kleinsauresequenzen vor, der DNA. Die Realisation dieser* 
Information fiihrt uber die Herstellung von Abschriften der 
DNA in RNA meist zur Synthese von Proteinen, die ihrer- 15 
seits haufig an biochemiscben Reaktionen beteiligt sind. Se- 
kundar werden dadurcb zahlreiche organiscbe, teils nieder- 
molekulare, Verbindungen auf- und abgebaut 

Die Detektion von bestimmten Nukleinsauren und die 
Bestimmung der Abfolge der vier Basen in der Kette der 20 
Nukleotide (Sequenzierung) liefert wertvolle Daten fur For- 
schung und angewandte Medizin. In der Medizin konnte in 
stark zunehmendem Masse durch die in vitro-Diagnostik 
(IVD) ein Instrumentarium zur Bestimmung wichtiger Pa- 
dentenparameter entwickelt und dem behandelnden Arzt zur 25 
Verfugung gestellt werden. Fur viele Erkrankungen ware 
eine Diagnose zu einem ausreichend fruhen Zeitpunkt ohne 
dieses Instrumentarium nicht moglich. Hier hat sich die ge- 
netische Analyse als wichtiges neues Verfahren etabliert 
(z. B. Infektionskrankheiten wie HIV und HBV, genetische 30 
Pradisposidon fur bestimmte Krebsarten oder andere Er- 
krankungen, Forensik). In enger Verzahnung von Grundla- 
genforschung und klinischer Forschung konnten die mole- 
kularen Ursachen und (pathologischen) Zusammenhange ei- 
niger Krankheitsbilder bis . auf die Ebene der genedschen In- 35 
formation aufgeklart werden. Diese Entwicklung steht aller- 
dings noch am Anfang, und gerade fur die Umsetzung in 
Therapiestrategien bedarf es stark intensivierter Anstren- 
gungen. Insgesamt haben die Genomwissenschaften und die 
damit verbundene Nukleinsaureanalytik sowohl zum \&r- 40 
standnis der molekularen Grundlagen des Lebens als auch 
zur Aufklarung sehr komplexer Krankheitsbilder und patho- 
logischer Vorgange enorme Beitrage geleistet Daruber hin- 
aus liefert die genetische bzw. gentechnische Analyse be- 
reits heute ein breites diagnostisches Methodenspektrum. 45 

Die weitere Entwicklung in der medizinischen Versor- 
gung wind durch die Explosion der Kosten belastet, die mit 
entsprechend aufwendigen Verfahren verbunden sind, Hier 
mufi nicht nur auf die Realisation der Moglichkeiten an dia- 
gnostischem und therapeutischem Nuizen gedrangt, sondem 50 
auch eine Integration in ein tragfahiges, finanzierbares Ge- 
sundheitssystem vorangetrieben werden. 

Eine Anwendung entsprechender Technologien in der 
Forschung kann ebenfalls nur dann in breitem Umfang und 
auch im akademischen Bereich erfolgen, wenn die damit 55 
. verbundenen Kosten reduziert werden. 

1.2 Bedarf 

Die Entwicklung der Genomwissenschaften und die Ent- 
schlusselung des Erbgutes stehen noch am Anfang der Ent- 
wicklung, ebenso die Realisation des diagnostischen Poten- 
tials einer genedschen bzw. gentechnischen Analyse. Die 
bisher etablierten Verfahren sind meist arbeitsaufwendig 
und relativ ineffizient, was sich in Kosten und Kapazitat 
z. B. an Informationsgewinn niederschlagt Wichtigste 
Neuerung ist die Entwicklung von sog. Oligonukleotid- Ar- 
rays, bei den en eine sehr grofie Anzahl von relativ kurzen 



Oligonukleotiden definierter Sequenz auf einer festen Ma- 
trix (meist Silizium) angekoppelt sind und dadurch fur eine 
parallele Hybridisierung komplementarer Sequenzen im 
Untersuchungsgut zur Verfugung stehen. Die aufwendige 
Herstellung und der hohe Preis lassen die Vermarktung als 
Massenprodukt zum gegenwartigen Zeitpunkt aber nicht zu. 

1 .3 Anwendungsfelder 

- In vitro Diagnostik und klinische Diagnostik 
Durch deutlich preiswertere Systeme soli die Anwen- 
dung in der Routine moglich werden, z. B. fur 

- Infektionskrankheiten (HIV, HBV etc.) und de- 
ren Subtypen, 

- Onkologie (Tumorfruherkennung, Turnorklas- 
sifizierung, z. B. Typ und Status), 

- genetische Predisposition 

- Biologische Grundlagenforschung, insbesondere 
Genomik Erfassung von sehr vielen MeBpunkten im 
untersuchten System, z. B. alle exprimierten Gene; dar- 
aus wird sich ein enormer Erkenntnisgewinn in der bio- 
logischen Grundlagenforschung (Entwickmngsbiolo- 
gie, Stammzellkultur, Tissue-engineering, Transplanta- 
tionsmedizin, Regeneration) ableiten, der auch zu 
wichtigen Durchbruchen in der Biomedizin und zu ent- 
sprechenden Anwendungen fiihren wird. 

- Forensik 

We fur die Verwendung von DNA GenChips der 
Firma Affymetrix gezeigt wurde (Science 280: 
1077-1082) kann durch entsprechende biochemische 
Rahmenbedingungen in der Hybridisierung zwischen 
Punktmutationen in der Basenabfolge unterschieden 
werden. Mit dem hier beschriebenen System ist damit 
ein breit angelegtes Screening moglich. 

- Lebensmittelanalytik Durch diese Erfindung sollte 
das rasche, kosteneffektive Analysieren von Lebens- 
mitteln z. B. auf das Vorhandensein bestimmter Gene 
hin moglich werden. 

- Screening von medizinischen Produkten 
Die Herstellung z. B. von Blutpraparaten ist immer 
noch mit einem hohen Aufwand fur die Sicherheitsvor- 
kehrungen zur Reinheit verbunden. Ein Zeit- und ko- 
stenefiTektives Screening solcher Proben wird mit die- 
ser Erfindung moglich werden, urn z. B. eine Kontami- 
nation mit infektiosem Material zu verhindern (HIV, 

. HBV etc). 

2.StandderTechnik 

Bei BioQups handelt es sich urn miniaturisierte hybride 
Funktionselemente mit biologischen und technischen Kom- 
ponenten, z. B. an der Oberflache immobilisierte Biomate- 
rialien, die als spezifische Inter aktionspartner dienen kon- 
nen (z. B. DNA-Oligonukleotide) und eine Silizium Matrix. 
Meist sind diese Funktionselemente in Reihen und Spalten 
angeordnet, man spricht dann von BioChip arrays. Da tau- 
sende von biochemischen Funktionselementen auf dem Bio- 
Chip angeordnet sein konnen, miissen diese mit mikrotech- 
nischen Methoden hergestellt werden. 
60 Vor allem in den USA wird die Entwicklung von miniatu- 
risierten BioChips mit enormen Mitteln vorangetrieben. Die 
wichtigsten in diesem Umfeld taligen Firmen sind im fol- 
genden aufgelistet: 
Affymetrix, Beckman Instruments, Blue Chip Biosy- 
65 stems, Caliper Technologies, Cura-Gen, Genometrix, Gene 
Trace Systems, Hyseq, Incyte Pharmaceuticals, Molecular 
TooL, Nanogen, Pharmacia, Synteni, Third Wave Technolo- 
gies, ^sis. 



. Bisher bekannte BioChips lassen sich nach folgenden 
Kriterien klassifizieren: 

- Nachweisprinzip: 

- Chromatographische Verfahren 5 

- Interaktion von Analyten mit fester Phase, meist im- 
mobilisierter Interaktionspartner (z. B. Hybridisierung 
von Nukleinsauren an D^A-Ohgonukleotide). 

- Detektionsverfahren (optisch, elektrisch). 

- Markerbasiert (z. B. Absorption, Fluoreszenz 10 
t : oder Lumineszenz) oder markerfreie Nachweis- 

verfahren (lichterzeugung zum Reaktionsnach- 
weis). 

- Zuordnung des Analyten zu seinem Trager 
[Festphase] 15 
(ARRAY mit mehr als einem immobilisierten In- 
teraktionspartner pro Trager oder SINGLE mit 
nur einem immobilisierten Interaktionspartner pro 
Trager). 

- Herstellungsverfahren (z.B. Obgonukleotide 20 
direkt auf dem BioChip hcbtaktiviertsynthetisie- 
ren, fertig synthetisierte Oligonukleotide spotten, 
Beads oder 1\ibes beschichten). 

- Tragerarten (Glas-Chips, Kunststoff-Chips, 
Mikrotiterplatten, Tubes oder Beads). 25 

- Presentation zur Detektion (seriell, parallel). 

- Optische Detektion (seriell im Scanner oder 
parrallel mit einer CCD-Kamera). 

Unter den aufgefuhrten Firmen verwendet lediglich AfFy- 30 
metrix das Prinzip der Photolithographie fiir eine "high den- 
sity" Erzeugung von DNA- Arrays auf einer planar en Ober- 
; flache, wodurch sie die Parallebsierung der Detektion von 
Oligo-Sequenzen mit Abstand weitesten voran getrieben ha- 
ben. 35 
GenChip von Affymetrix Inc., Santa Clara, Kalifomien: 

- Neuartige in situ Synthese von DNA-Obgonukleoti- 
den auf pianaren Chips in boher Dichte (Juli 98: bis 
64.000 unterschiedhche Obgos auf 1 cm 2 ). 40 

- Herstellungsverfahren basiert auf der in der Halblei- 
ter-Industrie verwendeten und optimierten Photobtho- 

k graphie, wobei eine bchtaktivierbare Bindung von 
Oliogos an die Chipoberflache, sowie an bereits vor- 
. , handene Obgos, verwendet wird. 45 
■ - Herstellungsdauer betragt aufgrund einer Vielzahl 

von Verfahrensschritten mehrere Stunden. 
i - Serielle optische Detektion des pianaren Chips in ei- 
< nem Huorescensscanner. 

- Hybridisierurigsdauer der Probe auf einem Chip ca. so 
1.5 Stunden. Erste Produkte (Sequenzierchip fur Hi- 
mormarker p53 Exons 2-11, Brustkrebsgen BRCA1 

. Exon 11, HIV Gene Chip). 
. - Kosten zur Zeit im Bereich mehrere hundert Dollar 
fur einen GenChip, dazu wird noch die Detektionsein- 55 
heit benotigt. 



3. Gegenstand der Erfindung und darnit geloste Aufgabe 



60 



Gegenstand der Erfindung ist ein Trager nach Anspruch 1 
(nachstehend auch als BioChip oder FCC-Chip bezeichnet) 
fur Analytbestinmtungsverfahren, umfassend eine Vielzahl 
von Kanalen, insbesondere Kapillarkanalen, wobei in den 
Kanalen eine Vielzahl von unterschiedbchen Rezeptoren 65 
immobibsiert ist. Die Kanale sind vorzugsweise Mikroka- 
nale mil einem Querscbnitt im Bereich von. 10 bis 1 000 um. 

Bevorzugte Ausgestaltungen des TVagers sind Gegen- 



stand der Anspruche 2 bis 4. Vbrzugsweise enthalt der-Tra- 
ger definierte Flachenbereiche mit jeweils gleicben Rezept- 
orspezies. Die Kanale sind vorzugsweise auf mindestens ei- 
ner TYageroberflache angeordnet Die Rezeptoren sind ins- 
besondere aus Nukleinsauren und Nukleinsaureanaloga aus- 
gewahlt Der Trager ist vorzugsweise zumindest im Bereich 
der Kanale optisch transparent 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Verfahren nacb 
Anspruch 6 zur Herstellung eines Tragers der vorstehend 
genannten Art, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers umfassend min- 
destens einen Kanal, 

(b) Lei ten von Flussigkeit mit Bausteinen fur die Syn- 
these polymerer Rezeptoren durch den Kanal oder die 
Kanale des Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Irnmobibsieren der 
Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positio- 
nen in dem Kanal oder in den Kanalen und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die ge- 
wiinschten Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten 
Positionen synthetisiert worden sind. 

Bevorzugte Ausgestaltungen des Verfahrens sind Gegen- 
stand der Anspruche 6 bis 18. Das Irnmobibsieren erfolgt 
gemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
durch Behchtung. Vorzugsweise erfolgt der Aufbau des Re- 
zeptors am Tragerkorper durch mehrere aufeinanderfol- 
gende Immobibsierungsschritte von Rezeptorbausteinen. 
Der Trager nach der Erfindung findet vorzugsweise in einem 
Verfahren zur Bestimmung von Analyten in einer biologi- 
schen Probe Verwendung. 

Gegenstand der vorhegenden Erfindung ist ein neuer Tra- 
ger (im folgenden "BioChip") als Basis fur die Verwendung 
der photohthographischen Synthese einzelner Basen (G, A, 
C und T) oder ganzer Obgonukleotide (Basen-Sequenzen) 
zur Bildung einer hochparallelen, -pianaren und -dichten 
Anordnung (Array) dieser Obgonukleotide in einer festen 
Tragermatrix (Chip). 

Der neue BioChip, der "Fraktal CapiUary Chip - FCC", 
besteht vorzugsweise aus einer Struktur aus Mikrokanalen, 
z. B. Kapillaren in einem durchsichtigen, fiachen Korper. 
Die flussigen EinsatzstofiFe werden bei der DNA-Chipsyn- 
these, durch die Kapillaren im Chip gefuhrt und binden, lo- 
kal Uchtaktiviert, an den Kapillarwanden. Damit werden die 
technischen Vorraussetzungen fur eine schnelle, eflBziente 
und darnit kostengiinstige Herstellung von BioChips ge- 
schaffen, was den breiten Einsatz dieser BioChips ermogh- 
chen wird. Dichte und Parallehtat begen in der gleichen 
GroBenordnung wie bei Konkurrenzprodukten (z. B. Gen- 
Chip von Affymetrix), mit mehreren hunderttausend defi- 
nierten Obgonukleotiden auf einem Trager. Der Vorteil der 
neuen Qiips liegt in den giinstigeren physiko-chemischen 
Eigenschaften der Stromungs- und Benetzungsvorgange in 
den Kapillaren im Vergleich mit einer einheitbchen Oberfla- 
che. 

Die Chip-Produktion besteht aus der Erzeugung des Tra- 
gerkorpers aus einem geeigneten, bchtdurchlassigen Mate- 
rial sowie dem biochemischen Beschichtungsvorgang 
(coating) der Wande der einzelnen Kapillaren so daB an- 
schbefiend die Obgonukleotide in den Kapillaren syntheti- 
siert werden konnen (labeln). Hierbei werden in den einzel- 
nen Kapillaren im Chip, mittels Photoaktivierung durch eine 
geeignete Lichtquelle einzelne Basen oder ganze Basen-Se- 
quenzen (Obgos) ortsspezifisch angelagert. Dadurch entste- 
hen in jeder Kapillare eine Vielzahl an Mefipunkten (spezi- 
fische Bindungs- bzw. Hybridisierungssteben), wobei jeder 
MeBpunkt aufgrund seiner individuellen Basen-Sequenz- 
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Kombination fur die Hybridisierung und anschlieBende De- 
tektion eines spezifischen DNA-Fragmentes dient Die 
MeBpunkte sind in einer Dimension des planaien Chips 
durch die Wande der Kapillaren von einander getrennt und 
entlang der einzelnen Kapillaren wild zwischen zwei be- 
nacnbarten Mefipunkten bei der photoaktivierten Bindung 
ein entsprecbender Freiraum gelassen. Es entsteht ein hoch 
paralleler, hoch integrierter MeBpunkt- Array (DNA-Chip- 
Array). Aufgrund der Moglichkeit des Multiplexes von 
Oligo-Sequenzen und parallelen Kapillaren (Details siebe 
Kapitel 5) ist eine Reduktion der Herstellzeiten auf 1/4 bei 
der Verwendung einfacher Basen, 1/8 bei Dinukleotiden und 
auf 1/16 bei Trinukleotiden durch entsprechendes Multiple- 
xing der Oligos (Einsatzstoffe) und der zu benetzenden Ka- 
pillaren moglich Damit wird auch eine flexible Anpassung 
an Kundenwiinsche, der "massgeschneiderte ,, BioChip, 
moglich. 

Fur die Analyse wird das Untersuchungsmaterial (z. B. 
DNA, RNA in Losung) durch die Kapillaren gefuhrt und er- 
halt Gelegenheit zur Hybridisierung an komplementare 
Strange, sofern diese vorhanden sind. Zur Detektion und 
Auswertung der jeweiligen DNA-Hybridisierung werden 
hochauflosende, parallele CCD-Chips verwendet. Das 
Lichtsignal wird durch ein geeignetes Nachweisverfahren 
(Stand der Technik) erzeugt Es sind aber auch neue Detek- 
tionsverfahren anwendbar. Bei der Detektion kann auf op- 
tisch abbildende linsensysteme verzichtet werden, wenn 
die GroBe der Kapillaren so gewahlt wird, daB jeder MeB- 
punkt eine ausreichende Anzahl Pixelelemente des Farb- 
CCD- Chips uberdeckt Durch diese direkte Nutzung (keine 
Optik) hoch paralleler CCD-Matrix Chips mit einer groBen 
Anzahl (derzeit 8 Mio. Farbpixel pro 1 cm 2 ; Stand der For- 
schung: 30 Mio. Farbpixel pro 1 cm 2 ) an Pixeln (optischen 
Sensoren) ist es moglich eine Vielzahl von Lichtsignalen 
parallel zu detektieren (siehe BioScanner der Firma Genorn- 
etrix). Damit wird versucht, auch bei der Detektionseinheit 
statt teurer optischer Anordnungen auf ein in groBer Stiick- 
zahl und zu niedrigen Preis gefertigtes High-Tech Produkt 
zuruckzugreifen. 

Die Erfindung deckt somit folgende Anfonderungen in der 
klinischen DNA-Diagnostik ab: 

- Eine Vielzahl an simultan bestimmbaren DNA-Se- 
quenzen (erreicht durch hoch integrierte, miniaturi- 
sierte FC-Chips und eine hochauflosende optische De- 
tektion). 

- Kostengunstige Tests (Multiplexing in der Produk- 
tion [s.oj, biBige "Disposable"-Chips zum Beispiel aus 
SpritzguB, einer schnellen Syn these bei der Froduktion 
und eine schnelle Hybridisierung bei der Analyse auf- 
grund kleinerer Volumina und gunstiger Benetzungs- 
vorgange, der Reduktion der Einsatzstoffe durch die 
Stromungsgeometrie des Chips etc.). 

- Schnelle Auswertung (erreicht durch die parallele 
optische Auswertung in planarer Anordnung [DNA- 
Chip Array]). 

- Kostengunstiges Analysesystem (erreicht durch den 
Verzicht auf teure, mikrosystemtechnische und opti- 
sche Komponenten). 

- Sicherstellung der Qualitat sowohl bei der Produk- 
tion, als auch bei der Analyse (erreicht durch definierte 
Stromungsvorgange im Chip). 

Die Verwendung der Photoaktivierung von chemischen 
Reaktionen im Bereicfa der DNA-Chip-Syn these wird erst in 
Kombination mit der Technologieplatlform des "Fraktal Ca- 
pillary Chip - FCC zum Durchbruch kornmen, da hier- 
durch die Produktionskosten fur einen einzelnen BioChip, 
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bei gleichzeitiger Qualitatsverbesserung, urn den Faktor 
10-100 reduziert werden konnen. Dadurch wird zum ersten 
mal eine kostengunstige, massiv parallele, hoch integrierte 
und gleichzeitig einfach miniaturisier- und automatisierbare 
5 DNA-Chip-Technologie zur Verfugung gestellt 

4. Grundztige des Losungsweges 

Der prinzipielle Losungsweg in diesem System basrert 
10 auf der biochemischen Synthese von Oligos an die Oberfta- 
chen einer Vielzahl von Kanalwanden. Diese Kan ale sind in 
einem Trager angeordnet Die Synthese erfolgt mit den Re- 
zeptorbausteinen, z. B. entsprechenden Basen oder mehrba- 
sigen Oligonukleotiden (Basen-Sequenzen) vorzugsweise 
IS iiber eine lichtaktivierte ortsspezifische Bindung. Die Benet- 
zung dieser spezihsch mit Rezeptor bestuckten Kanale mit 
den zu untersuchenden DNA- Anatyten und der anschliefien- 
den Detektion der Bindungsreaktion fiber geeignete signal- 
gebende Gruppen, z.B. optisch nachweisbare Gruppen, 
20 schlieBt das Verfahren ab. 

4.1 Kapillar Chips - FCC als Iragermatrix 

Die Chip-Produktion besteht aus der Erzeugung des Tra- 
25 gerkorpers aus einem geeigneten, lichtdurchlassigen Mate- 
rial sowie dem biochemischen "Labeln" (Synthese) der 
Wande der einzelnen Kapillaren. Die spezifische Synthese 
kann entweder direkt bei der Chip-Produktion oder erst 
beim Anwender erfolgea 
30 Fur die Tragerkorper konnen unterschiedliche Materia- 
lien (z. B. Glas oder Kunststoff) verwendet werden. Wichtig 
ist, daB die Wande der Kapillaren sowohl fur die Anre- 
gungswellen bei der lichtaktivierten Synthese sowie die 
Lichtwellen (ggf. Anregung und Reaktionssignal) bei der 
35 anschlieBenden Detektion (Analyse) gut durcblassig sind. Je 
nachdem welches Material eingesetzt wird, miissen die 
Wande der Kapillaren beschichtet werden, damit die erste 
Ebene an Basen - lichtaktiviert - an der Oberflache binden 
kann. 

40 Die Geometrie der Chips entspricht beispielsweise einer 
"Scheckkarte", wobei die GroBe der von den Kapillaren be- 
deckten Flache von dem zur Detektion verwendeten CCD- 
Chip bestimmt wird (derzeit typische Abmessungen 
25 x 37 mm). Fur die Kapillaren im planaren Chip sind un- 

45 terschiedliche Herstellverfahren einsetzbar. Hierbei ist der 
EinfluB der Querschnittsgeometrie der Kapillaren zu be- 
riicksichtigen, welcher groBen Hnflufi auf die entstehenden 
stromungstechnischen Kapillarkrafte und die Moglichkeit 
der Reinigung der Kapillaren hat Als Herstellverfahren 

50 kann man zum Beispiel Laser, Frasen, Atztechniken oder 
SpritzguB verwenden. 

Bei der Anordnung der Kapillaren in der Ebene sind die 
folgenden Aspekte zu berucksichtigen: Verwendet man eine 
Vielzahl an parallelen Kapillaren, so kann man die Zeiten 

55 bei der Synthese minimieren, aUerdings ist die Benetzung 
bzw. Befullung der einzelnen Kapillare entsprechend kom- 
plex. Hal man im anderen Extrem nur eine einzige lange Ka- 
pillare, so ist die Synthese entsprechend langsam, da das 
Multiplexing von Kapillaren zu Basen oder ganzen Oligos 

60 nicht verwendet werden kann und alle Vorgange nur seriell 
nacheinander ablaufen konnen. Der Vorteil nur einer Kapil- 
lare hegt in der Analyse, wo die Probe an jedem MeBpunkt 
in alien Kapillaren vorbeistiomt 

65 4.2 Nukleinsaureanalytik mittels Oligo-chips - Grundprin- 

zip 

Wie bereits fur mehrere Anordnungen gezeigt (z. B. Mo- 
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lejcular Medicin Today, 9/97, S. 384-389; Trends in Bio- 
technology, 11/97, S. 465-468) kann die Hybridisierung von 
Nukleinsauiestrangen an eine meist kurze komplementaie 
Sequenz, ein sog. Oligonukleotid oder Oligo, fur die Se- 
quenz-Analyse verwendet werden. Dazu werden hochdichte 5 
Anordnungen synthetischer Oligos auf einer festen Matrix 
erzeugt und erlauben multiple parallele Hybridisierungsex- 
perimente. Fiihrendes Verfahren (August 98) ist eine pboto- 
lithographische und darnit lokale Aktivierung von Synthese- 
Vorstufen. In Anlehnung an die aus der Mikroelektronik ent- to 
lehnte Technik werden die parallelen Anordnungen als 
Chips bezeichnet. 

Durch eine massive Erhohung der Zahl an "MeBpunkten", 
d. h. definierten Oligos an definiertem Qrt, wird eine enorme 
analytische Kapazitat geschaffen. IS 

Die zu untersuchende Probe enthalt normalerweise DNA 
oder RNA. Diese muB eventuell isoliert und in einem Am- 
plifizierungsschritt (z. B. PCR) vermehrt werden und erhalt 
dabei eine Markierung, z, B. ein FluoreszenzlabeL 

Durch ausreichend viele MeBpunkte ist auch eine Se- 20 
quenzierung eines DNAMolekuls moglich (Sequencing-by- 
Hybridization SBH, siehe BioTec 3/98, S. 52-58), andere 
Anwendungen zeigen die Bestimmung von Punkmutations- 
Polymorphismen (<L h. Unterschiede zwischen IndiViduen 
in einzelnen Basen in einem definierten DNA Abschnitt) 25 
und erlauben u. a. eine Identifizierung von solchen Poly- 
morphismen bei hunderten von Probanden parallel (Science 
280, 5/98, S. 1077-1082). 

Erstmals wird auch die Untersuchung von ganzen Geno- 
men und des Gen-Expressions-Status ganzer Zellen moglich 30 
(z. B. Proc. Nat Acad. Sci. USA 95, 3/98, S. 3752-3757). 

Die hier beschriebene Erfindung laBt demnach die An- 
wendung einer Vlelzahl von etablierten Verfahren zur Un- 
tersuchung von Nukleinsauren und genetischem Material 
zu. Darnit ist gleichzeitig ein starker Anstieg solcher An- 35 
wendungen und darriit ein enormerAvissenschaftlicher Fort- 
schritt verbunden, da erwartet wird, da6 der "Fraktal Capil- 
lary Chip - FCC" eine solche Technologie flexibler als die 
vorhandenen Verfahren und zu deutlich niedrigeren Kosten 
bereitstellt 40 

4.3 Iichtaktivierte Synthese von Rezeptoren, z. B. Oligonu- 
kleotiden und kurzen Peptiden an den Kapillarwanden 

Beim Aufbau von Rezeptoren auf dem Trager werden in 45 
den einzelnen Kapillaren im Chip, mittels Photoaktivierung 
durch eine geeignete Lichtquelle (GenChip von Affymetrix: 
365 run mit 14 mW pro cm 2 bei, 2 cm Lauflange in einer 
Quarzkuverte) einzelne Rezeptorbausteine, z. B. Basen (G, 
A, C, T) oder Oligonukleotid-Sequenzen (etwa 2 bis 4 Ba- 50 
sen lang) ortsspezifisch angelagert Alle Kapillaren werden 
wie bei der GenChip^Produktion von Afrymetrix sequentiell 
mit G, A, C und T gefullt und entlang der Kapillaren orts- 
spezifisch mit hochauflosendem Licht bestimmter Wellen- 
lange und Intensitat bestrahlt. Zwischen den Beschichtungs- 55 
zyklen werden die Kapillaren entsprechend gespult, um 
nicht gebundene Rezeptorbausteine zu beseitigen. 

Hierdurch entstehen in jeder Kapillare eine "Vlelzahl an 
MeBpunkten (spezifische Bindungs- bzw. Hybridisierungs- 
stellen), wobei jeder MeBpunkt aufgrund seiner individuel- 60 
len Basen-Sequenz fur die Hybridisierung und anschlie- 
Bende Detektion eines spezifischen DNA-Fragments dient. 
Die MeBpunkte sind in der einen Dimension des Tragers 
durch die Wande der Kapillaren von einander getrennt und 
in der zweiten Dimension, entlang der einzelnen Kapillaren, 65 
wird zwischen zwei benachbarten MeBpunkten bei der Pho- 
toaktivierung ein entsprechender Freiraum gelassen. 

Die Pbotolithographie kann auch weiterhin fur die Iicht- 



aktivierte Bindung der Basen verwendet werden. Es konnen 
aber auch andere Verfahren eingesetzt werden. 

Besonders bevorzugt wird ein Belichtungsverfahren unter 
Verwendung einer. IXJD-Lichtquellenrnairix (Fliissigkri- 
stallanzeige-Matrix), deren Matrixpunkte bzw. Lichtquel- 
lenelemente gezielt steuerbar sind, insbesondere hinsicht- 
lich der Faroe und der Intensitat des Lichtes. Mit einer sol- 
chen LCD-Matrix konnen also jeweils benotigte zweidi- 
mensionale Belichtungsmuster auf einfache Weise insbe- 
sondere rechnergestutzt erzeugt werden. Die bevorzugte 
Photoaktivierung der Oligos bei der Herstellung des FCC- 
Chips erfolgt direkt durch den LCD-Chip. Die hierfur beno- 
tigte Wellenlange von 365 nm (oberer UV-Bereich nahe 
dem sichtbaren Licht) laBt sich, sofem noch nicht verfugbar, 
leicht z. B. durch einen Wechsel der Hintergrundlichtquelle 
im LCD-Chip erreichen. 

4.4 CCD-Chip-Detektion der spezifischen Nachweisreak- 
tion 

Wie beschrieben soil die Bindung eines DNA-Analyten 
direkt oder indirekt zu einem Lichtsignal fuhren. Dies kann 
beispielsweise durch ein Anregungslicht (Huoreszenz) Oder 
durch Photonenemission (Lumineszenz) erfolgen. Zur Si- 
gnaldetektion wird ein CCD-Chip verwendet, der direkt un- 
ter dem FC-Chip plaziert wird. Die Anregungslichtquelle 
wird uber dem FC-Chip plaziert und es wird entsprechend 
im Durchlichtverfahren gemessen. 

Jedes Lichtsignal wird auf dem CCD-Chip erfaBt, und 
zwar sowohl nach Wellenlange (Farbe) als auch nach Inten- 
sitat differenziert Das aufgenommene Spektrum kann qua- 
litativ oder quantitativ ausgewertet werden. Zudem laBt die 
Unterscheidung von Wellenlangen und Intensitaten auch 
eine Unterscheidung von Signalquellen zu. 

Die Anregungslichtarten fur das Nachweisverfahren miis- 
sen je nach Anforderungen monochromatisch (z. B. Laser- 
licht fur Fluoreszenzanregung) oder heterogen (z. B. WeiB- 
licht ftir Absorptionsmessung) gewahlt werden. 

5. Entwickelte Verbesserungen und darnit geschafTene Vor- 
teile gegenuber vorhandenen Systemen 

Im wesentlichen werden durch die neuen FC-Chips fM- 
gersystem fur die DNA-Analyt-Detektion) die nachfolgend 
aufgefuhrten Nachteile der GenChip-Technoiogie- von der 
Firma Afrymettix uberwunden: 

Das Prinzip der tlachigen Benetzung der gesamten Chip- 
oberflache mit Fluid erlaubt keinerlei Multiplexing in der 
Produktion. So erhoht sich die Zahl der Herstellungszykien 
fur 20 Basen lange Oligos bei einer Verwendung von Dinu- 
kleotiden (42 = 16 Moglichkeiten) von 4 x 20 = 80 Hybridi- 
sierungsschritten auf 16x10=1 60, was eine Verdoppelung 
bedeutet Das Gleiche gilt naturlich auch fur die zwischen- 
gelagerten Waschzyklen. 

Die Synthese der photoaktivierbaren Basen an die planare 
Chipoberflache, ebenso wie die benotigten Waschschritte 
bei der Chipherstellung sind, auBer durch platz- und handha- 
bungsintensive Tauchvorgange (Chip wird in Flussigkeit ge- 
taucht) oder flussigkeitsintensive Spulvorgange entlang der 
Oberflache, nicht realisierbar, was von der Gerateentwick- 
lung her gesehen ein sehr groBes Miniaturisierungs- und 
Automausienmgshemmnis darstellt 

Bei der anschlieBenden DNA-Sequenz-Detektion ist eine 
gleichmafiige Verteilung der Probe auf der Chipoberflache 
aufwendig (keine einfachen und darnit zuverlassigen Misch- 
verfahren moglich) und es Bedarf einer entsprechend gn> 
Ben Menge an Proben-Huid. Die Suche nach einem seltenen 
Ereignis in der Probe ist nicht moglich, da ein ausreichender 
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Konlakl aller Probenbestandteile mit alien spezifischen 
MeBpunkten nicht gewahrleistet werden kann. 

5.1 Reduktion der Prodiiktiooszeiten dutch Multiplexing 

beim Synthetisieren 

Der wesentiicbe Fortschritt der neuen DNA-BioChips 
liegt in der Mdglichkeit der drastischen Reduktion der Her- 
stellzeiten bei der individuellen Synthese der Chips (Labeln) 
durch ein entsprechendes Multiplexen zwischen Basen bzw. 
Oligos als Einsatzstoff und den Kapillaren. 

Fur die ortsspezifische Erzeugung einer Vielzabl an unter- 
schiedlichen Basen-Sequenzen einer bestimmten Lange 
(z. B. 20 Basen) auf einer pianaren Oberflache mittels ort- 
lich hochauflosender Photoaktivierung benotigt man in jeder 
Ebene (Recbenbeispiel: 20 Basen in jeder Basen-Sequenz) 
des DNA-Chip- Arrays 4 (bedingt durch die vier verschiede- 
nen Basen) Synthesezyklen. Fur 20 Basen-Ebenen sind es 
folgHch 4 x 20 = 80 Zyklen. Hinzu kbmmt mindestens noch 
je ein Waschzyklus, was in Summe mia 80 Waschzyklen 
und damit 160 Gesamtzyklen bedeutet Verwendet man auf 
der gleichen Oberflache Dinukleotide (2 Basen) so entste- 
hen 2 Ebenen auf einmal, allerdings sind fur diese zwei Ebe- 
nen 4 2 =16 Synthesezyklen sowie die entsprechenden 
Waschschritte notwendig. Fur 20 Ebenen werden folglich 
10 x 16 = 160 Synthesezyklen und damit 320 Gesamtzyklen 
anstelle von 160 Zyklen benotigt, was eine Verdoppelung 
der Produktionszeiten bedeutet Bei der Verwendung von 
Trinukleotiden (3 Basen) verstarkt sich dieser EflFekte auf 
mehr als die fiinffache Anzahl an Zyklen. Somit ist bei einer 
einfachen pianaren Oberflache die Verwendung von einzel- 
nen Basen als die schnellste Mdglichkeit zur photoaktivier- 
ten DNA-Chip Erzeugung gegeben. Es besteht keine Mdg- 
lichkeit die Anzahl an Synthesezyklen zu reduzierea 

Bei der Synthese des TVagers besteht im Unterschied 
hierzu die Moglichkeit, die Einsatzstoffe, sprich die Basen 
oder die unterschiedlichen Varianten der Di-(4 2 =16 Kom- 
binationen) oder Trinukleotide (43 = 64 Kombinationen) auf 
verschiedene Kapillaren zu verteilen. D. h., zumindest in 
den unteren -"chipnahen^-Ebenen wind je Kapillare nur im- 
mer eine Base bzw. eine der moglichen Basen-Sequenzen 
eingebracht Je nach Festiegung der insgesamt zu erzeugen- 
den Basen-Sequenzen in den Kapillaren des PC-Chip kann 
es sein, das in den oberen Ebenen dieses Prinzip teihveise 
aufgehoben werden muB, sprich fur eine Basen-, Di- oder 
Trinukleotid-Ebene mufi mehr als eine Base oder Oligo 
durch eine der Kapillaren fiieBea Dadurch erhoht sich auch 
hier die Anzahl der Synthesezyklen ggf. wieder etwas. Ins- 
gesamt bleibt jedoch eine sehr groBe Reduktion der Her- 
stellzeiten auf theoretisch 1/4 der Zyklen bei einfachen Ba- 
sen, 1/8 der Zyklen bei Dinukleotiden und auf 1/16 der Zy- 
klen bei Verwendung von Trinukleotiden als Einsatzstoffe 
bei der Chip-Synthese (und so weiter bei langeren Oligos). 
Die Anzahl der fur einen spezifischen Chip benorigten Zy- 
klen ist fur jeden Chip individuell und kann nur als statisti- 
scher Mittelwert angegeben werden, wenn die Anzahl an 
MeBpunkten auf bzw. in dem Chip, die Anzahl an parallelen 
Kapillaren und die Lange der auf dem Chip zu synthetisie- 
renden Oligos vorgegeben ist Die Optimierung der Synthe- 
sezeiten eines FC-Chips soil mittels eines zu entwickelnden 
Softwaretools (z. B. CAMS Computer Aided Multiplexing 
Synthesis) erfolgen, welches in die Steuerung des zu ent- 
wickelnden Analysesystems bzw. in den angekoppelten 
Rechner integriert wird. 

5.2 Reduktion der Einsatzstoffe und Quahtalssicherung 
Die Verwendung von Kapillaren reduziert die benotigte 
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Fluidmenge und erhoht gleichzeitig die Qualitat sowohl bei 
der Chip-Synthese, als auch bei der anschlieBenden Detek- 
tion einer Probe, im Vergleich zur Verwendung einer einfa- 
chen Flache sehr stark. So ist das gleichmaBige Benetzen 
5 von Kapillaren stromungstechnisch sehr einfach, verbraucht 
wenig Fluid und ist daher sehr leicht miniaturisier- und au- 
tomatisierbar. Dies gilt insbesondere auch fur die benotigten 
Waschvorgange der Kapillaren mit einer ausreichenden 
Qualitat. 

10 Durch die Wande der Kapillaren, welche im Prinzip den 
Zwischenraum zwischen zwei MeBpunkten im FC-Chip- Ar- 
ray bedecken, wird das benotigte Fluid bereits um 50% re- 
duziert Dies gilt sowohl fur das Beschichten (coating) des 
Chips in der Produktion, das Synthetisieren (Labeln) der 

15 Oligos als auch fur den "Probenauftrag" fur die DNA-Frag- 
ment-Analyse. Eine weitere Reduktion der Huidmengen er- 
folgt durch die gute Benetzung der Kapillarwande durch ein 
durchstromendes Fluid und vor allem durch die effektiven 
Waschvorgange, welche zum Beispiel durch "reinigende" 

20 Luftblasen in den Kapillaren stark verbessert werden kon- 
nen. Eine gute, statistisch ausreichende, \ferteilung der 
Probe auf einer Flache ist dagegen nur mit einer sehr groBen 
Probenmenge realisierbar. 

Ein weiterer Vorteil der Kapillartechnik liegt in den kiir- 

25 zeren Zykluszeiten, welche durch die kleineren Fluidvolu- 
mina und die damit verbundenen schnelleren chemischen 
Reaktionen und Ablaufen entstehen. Dies hat sowohl kiir- 
zere Synthese- als auch Hybridisierungszeiten zur Fblge. 
Zusatzlich wird hierdurch eine deutliche Fehlerreduktion 

30 sowohl bei der Produktion wie bei der Detektion erzielt, was 
die Zahl der auswertbaren Messungen pro Material- und 
Zeiteinsatz*weiter erhoht und die Grundlage fiir eine Quali- 
tatssicherung bildet, welche auf genau definierbare und re- 
produzierbare Stromungsvorgange aufbaut 

35 Die einfache Miniaturisierung und Automatisierurig der 
Ablaufe in den neuen FC-Chips bilden die Basis fur eine 
einfache Miniaturisierung und Automatisierung des gesam- 
ten neuen Analysesystems, welches auf den FC-Chips auf- 
baut 

40 

5.3 Dreidimensionale Reaktionsoberflachen 

Durch eine geeignete Auslegung der Querschnittsgeome- 
trie der einzelnen Kapillaren laBt sich die nutzbare Reakti- 

45 onsoberflache vergroBern. Die GroBe dieser Flache ist ftir 
die Anlagerung der Oligos bei der Produktion ebenso von 
Bedeutung wie fur die Anlagerung der vorbeistromenden 
DNA-Fragmente aus der Probe und der daraus resultieren- 
den Intensitat der Iichtsignale bei erfolgter Hybridisierung. 

50 So hat eine rechteckige Kapillare, gleiche Hone wie 
Breite vorausgesetzt, bei einer Nutzung der Wande und der 
Decke die vierfache Reaktionsoberflache bei einer identi- 
schen Grundflache, sprich dem gleichen Platzbedarf in den 
zwei Dimensionen eines pianaren Chips. Selbst wenn man 

55 die Kapillaren, aus stromungstechnischen Anforderungen 
heraus, innen rund auslegt (zum Beispiel bessere Reini- 
gungsmoglichkeiten durch Luftblasen in der Kapillare), 
bleibt noch eine etwa dreifache Reaktionsoberflache im Ver- 
gleich mit einer pianaren Oberflache. Durch die Nutzung 

60 dieser dreidimensionalen Stromungsgeometrie kann der 
Einsatzstoff bedarf (Produktion und Analyse) weiter redu- 
ziert werden. 

Ein anderer Effekt laBt sich ebenfalls durch die Quer- 
schnittsgeometrie der Kapillaren beeinflussen: Die Licht- 
65 brechung am Obergang vom Innenraum der Kapillaren in 
das umgebende Material des Chips. So hat jede Krummung 
entweder einen fokusierenden oder streuenden EinfluB auf 
die Ausbreitungsrichtung des Lichtes. So kann man beim 
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FC-Chip durch eine entsprechende Wahl der Ober- und Un- . 5.7 Rexibilitat der Anwendung 

terseite der Stromungskanalgeometrie die Lichtwege opti- 

nueren. Die schnelle und kostengunstige Production wird eine 

Vielfalt von individuellen Anwendungen ennoglichen, bei 

5.4 Parallele CCD-Chip Deteklion 5 denen z. B. unter Beriicksichtigung von Sequenz- und Gen- 

datenbanken im Internet gezielt Oligonukleotid- Arrays syn- 
Das Messen der Lichtsignale aller MeBstellen des FC- thetisiert werden. 
Chips "auf einmai" nutzt das standig wachsende Potential Durch die Verwendung einer einzigen, vielfach gewunde- 
der hochaufldsenden CCD-Kamera Chips. Diese erlauben nen oder spiralformigen Kapillare konnte eine Hybridisie- 
dieDetektion aller Lichtsignale zum Reaktions- bzw. Hybri- to rung im (langsamen) DurchfluB etabliert werden, die auch 
disierungsnachweis in einem einzigen MeBvorgang. Hierfur die Deiektion von seltenen Ereignissen (z. B. selten expri- 
stellen aktuelle Farb-CCD-Chips auf einer Rache von mierte Gene) ermoglicht. Damit wiirde ein chromatographi- 
25 x 37 mm etwa 2000 x 3000 Farbpixel mit einer Pixel- sches Prinzip in die DNA Array Technologie eingefuhrt 
groBe von etwa 10 x 10 pm zur Verfugung. Der Stand der werden. 

Forschung ist bereits bei entsprechenden CCD-Chips mit ca. 15 Durch die Verwendung von Di-, Tri- oder langeren Oligo- 
4000 x 6000 Farbpixeln. Die Signaldetektion erfolgt in nukleoriden als Synthesebausteine erscheint eine Tveitere 
Bruchteilen einer Sekunde fur alle Pixel synchron. Damit er- Reduktion der Herstellungszeiten realistisch. Vor allem fur 
gibt sich auch fur die beschriebene Applikation der CCD- einfachere Arrays konnten Syntheseeinheiten direkt beim 
Chip Technologie ein groBes Wachstumspotential und die Kunden zur Anwendung kommen und damit die Zusam- 
parallele Detektion von \{f individuellen MeBpunkte im 20 mensetzung des Arrays endgiiltig individualisieren. 
FC-Chip ist technisch machbar. Dadurch werden die zeit- Die groBe Rexibilitat der Technologie ist auch im Hin- 
aufwendigen Scann-Vbrgange herkommlicher Systeme ver- blick auf die Erkenntnis von Bedeutung, daB sich die Gene 
mieden und die reine MeBzeit reduziert sich auf ein Mini- einzelner Individuen sehr stark unterscheiden, so daB man 
mum, welche im Verhaltnis zu anderen Verfahrensschritten keinen generellen Genkatalog fur alle Spezies anlegen kann. 
vollig bedeutungslos wird. 25 Der FC-Chip eroffiiet hier die Moguchkeit, zum Beispiel in 

Das Bearbeiten der anfallenden Datenmengen ist, durch einem ersten MeBzyklus die Basisdaten, wie sie im Internet 
die Entwicklung der Leistungsfahigkeit bei gleichzeitigem - frei zuganglich oder nur spezifisch fur den Systemkunden 
Preisyerfall von modemen Rechnersystemen, problemlos - bereiigestellt sind mit den individuellen Unterschieden ei- 
moglich. nes Patienten abzugleichen und aus den Ergebnissen einen 

30 entsprechenden zweiten DNA- Array zu bilden, welcher die 

5.5 Direktdetektion ohne Optik eigentlichen Tests auf das Individuum angepaBt durchfuhrt. 

Die erfindungsgemaBe Losung kann auch fur die Syn- 
Diedirekte ; Detektion der Lichtsignale, ohne Optik, durch these von Peptidsequenzen in den Kapillaren verwendet 
einen CCD-Chip hat den Vorteil einer wesentlich niedrige- werden. Damit wurden fur eine Vielzahl von Anwendungen 
renEnergiemenge, ^ welche das Licht fur eine fehlerfreie De- 35 hoch komplexe und zugleich kostengunstige Peptidarrays 
tektion benotigt. Eine solche Anordnung soil -in einem an- bereitgestellt werden. 
deren Zusammenhang untersucht - lediglich 10% der Anre- 

gungslichtmenge einer vergleichbaren Anordnung mit einer 6. Uberblick iiber einige Aspekte der Erfindung 

Optik verbrauchen. Anders ausgedriickt, die Optik schluckt 

90% der Lichtenergie. Durch die geringere Lichtintensitat 40 6.1 FC-Chip Ausfuhrungsvarianten 

werden unerwiinschte Streuhchteffekte im - die Kapillaren 

umgebenden - Chip, ebenso wie eine eventuelle notwendige Bei der Gestaltung ebenso wie bei der Fertigung der FC- 
. Kuhlung der verwendeten Lichtquelle, stark reduziert Au- Chips gibt es eine Vielzahl von Ausfuhrungsvarianten. Bei 
Berdem bedeutet der Wegfall einer Optik eine groBe Platzer- der Anordnung der Kapillaren im FC-Chip iiber der Rache 
sparnis sowie eine Verringerung der Herstetlkosten fur die 45 der Detektionseinheit ist die Verwendung nur einer Kapil- 
Detektionsemheit ... lare ebenso denkbar wie die Anordnung einer vielzahl an 

Aufwendige Bewegungseinrichtungen fur den Trager parallelen Kapillaren; So waren auf einer Rache von 
(Chip) oder die Detektionseinheit, wie sie in Scannern not- 25 x 37 mm fertigungstechnisch problemlos 500 Kapillaren 
wendig sind, entfallen ebenfalls vollig. Die vorgegebenen (Stand der Technik: 500 parallele Kapillaren mit einem 
Abmessungen der CCD-Giips (mehrere cm 2 ) ennoglichen 50 Durchmesser von 900 nm) mit einer Lange von 37 mm und 
die Verwendung einer sehr groBen Zahl an parallelen Kapil- jeweils etwa 750 MeBpunkten anzuordnen. Die gleiche An- 
laren (mehrere 100) mit einer moderaten KanalgroBe (im zahl an MeBpunkten (500 x 750 = 375.000) lieBe sich auch 
10 um Bereich). in einer einzigen schlangenformigen Kapillare mit etwa 

x>; 20 m Lange unterbringen. 

5.6 Disposable Chips 55 Der Vorteil nur einer Kapillare liegt in der Presentation 

der Probe an alien MeBpunkten des Arrays und ist daher fur 

Die FC-Chips als neue DNA-Analyse-Chips konnen als die Suche nach seltenen Bestandteilen besonders geeignet. 
einfache Disposables (Enweg-Chips) ausgefuhrt werden. Em Vielzahl an parallelen Kapillaren hat den Vorteil, daB 
Prinzipiell sind sowohl Glas- als auch Kunststoff-Chips (ko- sich die Produktionszeiten bei der Chip-Synthese durch das 
stengunstige SpritzguB-Chips) sowie andere Ausfuhruhgen 60 Multiplexen von Einsatzstoffen und Kapillaren sowie alle 
moglich. Stromungsvorgange minimieren iassen. Deshalb ist diese 

Die bekannten "GenChips w von Affymetrix sind ebenfalls Kapillaranordnung fur die Chip-Synthese sowie alle Analy- 
sis Disposable fur ein bis maximal funf Messungen ausge- sen mit einer ausreichenden Anzahl an Kopien jedes Analy- 
legt. Hier spricht jedoch der, aufgrund der aufwendigen Her- ten in der Probe zu bevorzugen. 

stellung der Chips, sehr hohe Preis gegen das Wegwerfen 65 Um beide Vorteile in einem Chip zu nutzen ist es moglich 
des Chips nach nur einer Messung. die Einsatzstoffe bei der Chip-Synthese mittels paratleler 

' Nadeln am Zugang zu den Kapillaren einzubring&n, obwohl 

die Kapillare von der Probeneingabe an nur aus einem ei nzi- 



JDli iyy 4U /DU A 1 
13 14 



gen, langen Mikrokanal besteht. Dieser Effekt kann auch 
durch die Integration von Ventilen in den Chip erfolgen. So 
hat die Hrma Biacore fluidisch angesteuerte Venule in ei- 
nem zweiteiligen Spritzguss-Chip durch eine Membran rea- 
lisiert, welche von unten in die Kanale auf der Oberseite des 
Chips druckt und so die Kanale verschlieBL 

Als Anordnung fiir die Kapillaren uber der Detektorflache 
ist eine Vielzahl an Strukturen und MikrokanaTverlaufen 
moglich. Fiir eine hohe Parallelitat der fluidischen Vorgange 
sind beispielsweise parallele oder snakeformige Strukturen 
naheliegend. Die Aufteilung der Kapillaren sollte hierbei 
nach dem Dualprinzip erfolgen, wo aus jeder Kapillare zwei 
neue entstehen und alle Kapillaren gleich lang sind. So er- 
reicht man nach 10 Teilungen bereits 2 10 = 2048 Kapillaren. 
Spiralfbrmige Anordnungen haben den Vorteil, das sie we- 
niger turbulente Stromungs vorgange aufweisen und besser 
zu reinigen sind. Ihr groBer Nachteil hegt in der Zu- bzw. 
Abfiihrung, welche in der dritten Dimension nach oben oder 
unten erfolgen muB, was fertigungstechnisch und optisch 
sehr ungunstig ist 

Als Material fur die Chips ist beispielsweise Glas oder 
Kunststoff moglich. Der Aufbau kann in zwei Schichten er- 
folgen, welch zum Beispiel durch Kleben aneinander gefugt 
werden. Die Struktur der Kanale kann hierbei entweder nur 
in die eine, oder aber in beide Seiten bzw. Halften einge- 
bracht werden. Hierfur sind als Fertigungsverfahren u. a. 
Laser oder Prazisionsfrasen verwendbar Besonders kosten- 
gunstig ist SpritzguB, welcher in einer ausreichenden Quali- 
tat gefertigt werden kann zum Beispiel uber photolithogra- 
phisch geatzte Silizium-SpritzguBwerkzeuge bzw. Formen. 

6.2FC-Chip- Synthese 

Fiir die Synthese der individuellen Fanger-Oligos auf die 
MeBpunkte im DNA-Chip-Array gibt es prinzipieQ zwei 
Moglichkeiten. Der Kunde ersteht fertige Chips vom Her- 
steller mit einer vorgegebenen Auswahl an irnmobilisierten 
Basen-Sequenzen, oder er synthetisiert sich in einer Synthe- 
seeinheit seine selbstgewahlten Sequenzen auf ungelabelte 
Chips. Inforrnationen iiber entsprechende Sequenzen kon- 
nen zum Beispiel aus Datenbanken im Internet entnommen 
werden, die hier frei oder auch spezielle durch den Chip- 
Hersteller bereitgestellt werden. 

6.2.1 Syntheseeinheit 

Die Syntheseeinheit besteht aus einer geeigneten Licht- 
quelle, welche die MeBpunkte im DNA-Chip- Array bei der 
Synthese der Basen oder Basen-Sequenzen an die Chipober- 
flache bzw. die Kapillarwande ortsspezifisch hochgenau und 
exakt auflosend bestrablt Fiir die notwendige lichtquelle 
am Ubergang vom ultravioletten zum sichtbaren Licht wird 
von der Firma Affymetrix fur die Produktion ihrer Gen 
Chips Licht mit ca. 360 nm bei 14 mW pro cm 2 und einer 
Lichtlauflange von 2 cm in einer Standard-Quartzkuvette 
angegeben. Verwendet wird hierzu eine Photolithographie- 
Einrichtung, wie sie in der Halbleiter-Chip-Produktion fur 
das lichtaktivierte Atzen von Si-Wafem zum Einsatz kom- 
men [Schnitts telle zum LCCD Patent, sofern es nicht inte- 
griertwird]. 

Wie bereits unter 4.3 erwahnt, kann die Belichtung auch 
mittels eines LCD-Oiips (LCD-Lichtquellenmatrix) erfol- 
gen. 

6.2.2 Fertige Chips - Synthese beim Hersteller 

Beim Vertrieb fertiger Chips erfolgt die Synthese beim 
Hersteller. Dieser benotigt hierfur eine entsprechend lei- 



stungsfahige Syntheseeinheit, welche moglichst lange Oli- 
gos (3 oder mehr Basen lang) als Einsatzstoffe verwendet, 
die uber parallele Nadeln in die Kapillaren eingebracht (ein- 
gespritzt) werden, und so die Synthesezeiten pro Chip mini- 
5 mieren (Multiplexing). Hierbei ist es moglich, in den Chips 
spezielle Zugange fur die Nadeln vorzusehen, mit dem Ziel 
moglichst viele parallele und damit kurze Kapillaren zu er- 
halten, unabhangig davon, welche Kapillarstrukrur fur den 
Analysevorgang vorgesehen ist 

to 

6.2.3 Einsatzstoffe im Chip 

Fiir Anwendungen, wo es nicht auf eine schnelle Syn- 
these der Chips, aber auf eine Individuelle Gestaltung der 

15 Arrays ankommt, ware eine Bereitstellung der Einsatzstoffe 
(G, A, C, T und Buffer etc.) direkt im Chip in entsprechen- 
den Reservoirs moglich. Die uberfliissigen EinsatzstoflFe 
mussen in einer entsprechenden Kammer im Chip aufgefan- 
gen werden. Das \folumen einer solchen Kammer ist durch 

20 eine Ausdehnung in der dritten Dimension nach oben oder 
unten problemlos auf ein Vielfaches des gesamten Kapillar- 
volumens auslegbar. Eine Anwendungen dieser Chip-Va- 
riante ware gerade fur Forschungslabors, aber auch kleine 
Arztpraxen denkbar. 

25 Das Prinzip der Kapillarkrafl kann hierbei in einer mogli- 
chen AusfuhrungSYariante direkt fiir den Fluidtransport im 
Chip verwendet werden. Jegliche Mechanik wiirde en tf alien 
und die Befullung der Kapillaren mit den Einsatzstoffen so- 
wie der IVobe konnte iiber die einfache Verstellung eines 

30 Ventils im Chip erfolgen. Die " Abfallkammer" konnte durch 
die Einbettung eines geeigneten Vlies-Stoffes eine unter- 
stiitzende Saugwirkung entwickeln. Um eine Minimierung 
tier benotigten Fluidmengen zu erreichen, sollte bei diesen 
Hnwegstxomungs-Ausfuhrungen (keine Zirkulation undda- 

35 mit Wiederverwendung der Einsatzstoffe) auf immer gleich 
lange Kapillaren geachtet werden. Dies ist ebenfalls von Be- 
deutung fur das Funktionieren der Kapillarkrafl als Pumpe. 

Ein weitere Variante ist eine vertikale Ausrichtung der 
planaren Chips, so daB auch Gravitationskrafte fur den 

40 Fluidtransport im Chip genutzt werden konnen. Wenn diese 
Krafte nicht ausreicben, um alle notwendige Fluidtransporte 
in den Chips zu realisieren, so sind andere geeignete Pump- 
mechanismen vorzusehen. Eine Moglichkeit hierzu ist eine 
elektrophoretische Bewegung der Ruide durch - in den 

45 Chip integrierte - Elektroden, oder durch eine Volumenre- 
duktion in Kammern des Chips durch einen entsprechenden 
Krafteintrag von aufien in den Chip (klassische Pumpe). 

6.2.4 Einsatzstoffe in der Syntheseeinheit 

50 

Die. Bereitstellung der Einsatzstoffe fur die Chip-Syn- 
these in Vorratsbehaltern bietet prinzipiell den Vorteil des 
Multiplexer von fertigen Basen-Sequenzen und parallelen 
Kapillaren, weshalb diese Ausfuhrungsvariante fur HTS, 

55 UHTS und Chip-Hersteller empfehlenswert ist. Das Multi- 
plexen kann durch die Nadeln an der Schnittstelle zum Chip 
erfolgen, in dem die Nadeln - je Nadel wird eine spezifische 
Basen-Sequenz bereitgestellt - fur jeden Synthese-Zyklus 
eine andere Kapillare benetzen. Eine technisch aufwendi- 

60 gere, aber ggf. zuverlassigere Methode ist ein Multiplexen 
im Gerat, wobei die Nadeln je Chip immer mit einer Kapil- 
lare verbunden bleiben. Hier ist die Verschleppung zu be- 
achten, welche durch die \ferwendung unterschiedhcher Ba- 
sen-Sequenzen in den Nadeln entstehen kann. 

65 Ein weiterer Punkt, welcher beriicksichtigt werden muB, 
ist das Auffangen und Beseitigen des uberschussigen Mate- 
rials am Ausgang der einzelnen Kapillaren. Hier ist sowohl 
eine Zirkulation (Wiederverwendung des austretenden Ma- 
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terials) als auch eine Beseitigung der austretenden Einsatz- 
stofFe denkbar. 

6.3 An alylbes timmung 

5 

Die Analyse von Nuldeinsaure-Sequenzen erfolgt wie bei 
anderen Oligonukleotid-Arrays durch Hybridisiercn von 
Nukleinsauren im Probenmaterial an komplementare 
Strange unter den immobilisierten Oligonukleotiden. 

Als eine weitere mogliche Anwendung des Iragers kdn- 10 
nen auch Peptidsequenzen in den Kapillaren angekoppelt 
werden, ebenfalls nach pbototithdgraphischen Synthese- 
prinzipien. Solche Peptide sind zu vielfaltigen und teilweise 
hochspezifischen Bindungsreaktionen mit Peptiden, Protei- 
nen und anderen Substanzen in der Lage, so daS sich das 15 
Spektrum potentieller Analyten erheblich ausweiten laBt. 

Die Synthese auf dem Trager selbst stellt erstmals rnassiv 
parallele und gjeichzeitig kostengunstige Peptid-Arrays fur 
eine Vielzahl von Anwendungen zur Verfugung. 

20 

6.3.1 Analyten 

- Nukleinsauren (DNA, RNA> in Spezialfallen auch 
PNA) 

- Proteine, Polypeptide und Peptide in alien Erschei- 25 
nungsformen 

z. B. Hormone, Wachstumsfaktoren, Enzyme, Tumo- 
rantigene, Serumfaktoren, Antikorper 

- Carbohydrate in verschiedener Kombination 

z. B. verschieden Zucker in Lebensmitteln oder Agrar- 30 
pflanzen, funktionelle Zucker, Polymere 

- Andere organische Molekiile 

z. B. drugs of abuse', Pharmaka, Metabolite, Amino- 
sauren, Transmitter, Pestizide, Insektizide, Lacke, ver- 
schieden Toxine 35 

6.3.2 Varianten zur Bindung von immobilisierten Interakti- 
onspartnem 

- Hybridisierung von kornplementaren Nukleinsauren 40 
z. B. langere Molekule wie cDNA, synthetische Oligo- 
nukleoiide, PNA, RNA 

- Peptide und deren Bindung an Analyten 

z. B. synthetische Peptide, natiirliche Peptide 

.45 

6.3.3 Varianten zur Signalerzeugung 

Zwei Prinzipien zur Signalerzeugung sollen vorrangig 
etabliert werden: die direkte Detektion eines vorher oder in 
der Reaktion markierten Analyten (bevorzugte Methode in 50 
der Nukleninsaureanalytik mittels Hybridisierung) und die 
indirekte Detektion durch Koinpetition des Analyten bzw. 
der Zielsequenz mit einem markierten Standard. Die erste 
Variante ist fur einige Anwendungen gut etabliert, fur Dia- 
gnostic z. B. von Serumkomponenten aber eher schlecht ge- 55 
eignet, die mit Peptid-Arrays eventuell auch im FCC mog- 
lich sein wird. Die zweite Variante ist fur diese Anwendun- 
gen daher vorzuziehen, auBerdem eriaubt sie prinzipiell eine 
einfachere Probenvorbereitung durch den Anwender. 

Varianten zur direkten Detektion: 60 

- Markierung der Analyten mit Fuoreszenzfarbstoff. 

- Markierung der Analyten mit Reporterenzym, an- 
schlieBend Reaktion (z. B. Chemo- oder Biolumines- 
zenz). 65 

- Markierung nur des gebundenen Analyten, z. B. bei 
Nukleinsauren durch interkalierende (Fluoreszenz- 
)Farbstoffe, Doppelstrang bindende Proteine oder Dop- 



pelstrang bindende Antikorper. 

- Sekundare Detektion durch Detektion des gebunde- 
nen Analyten mit einer zweiten Komponente, z. B. bei 
PNA-DNA Hybriden durch DNA spezifischen Anti- 
korper. 

Varianten zu markierten Standards: 

- Enzymgekoppelt (z. B. Chemo- und Biolumines- 
zenz mit alkalischer Phosphatase, Peroxidase etc.). 

- (Fluoreszenz-)Farbstoff angekoppelt 

- Herstellung von Proteinstandards als Fusionsprotein 
mit Reporterenzym (siehe oben) oder autofluoreszie- 
rendem Protein (z. B. GFP), z. B. fur rekombinante 
Antikorper, Protein-Hormone, Wachstumsfaktoren etc. 



6.4 Bereitstellung des Probenmaterials 

Fur die Bereitstellung des Probenmaterials. gibt es eben- 
falls wieder unterschiedliche Ausfiihrungsvarianten. Fiir die 
eigentliche Detektion ist die Art der Bereitstellung nicht re- 
levant, da an der Schnittstelle immer in Fliissigkeit geloste 
DNA-Fragmente in ausreichender Menge fur die ange- 
strebte Untersuchung bereitzustellen sind. 

6.4.1 Externe Probenvorbereitung 

Die Probenvorbereitung kann entweder manuell im La- 
bor, in einem getrennten Analysesystem oder in einer in das 
gleiche System integrierten Vorbereitungseinheit erfolgen. 
Die detektionsbereite Probe wird dann mittels manuellem 
oder automatischem Pippettieren oder vergleichbaren Ver- 
fahren in den Chip eingebracht 

6.4.2 Probenvorbereitung im gleichen Chip "all in one" 

Gerade, wenn das Multiplexen bei der Chip-Synthese zur 
Reduktion der Produktionszeiten verwendet wird, konnen 
gleiche oder sogar kurzere Zeiten fur das Labeln erreicht 
werden, als fur die DNA-Arnplifizierung der Probe mittels 
PGR notwendig ist Dadurch wird ein.e Integration der PGR 
in das Synthese-System oder sogar in den Chip fur viele An- 
wendungen sinnvolL 

Neben der zeitintensiven PCR ist auch der vorgelagerte 
ZellaufschluB zum Beispiel iiber gut automatisierbare Ver- 
fahren wie Ultraschall oder Hochspannung ebenso wie die 
DNA-Isolierung integrierbar. 

6.5 Detektionseinheit 

Die Auslesung der Lichtsignale fiir die Nachweisreaktio- 
nen im Trager- bzw. Kapillar-Chip-Array (FCQ soil in einer 
Detektionseinheit erfolgen, wobei die Anregungslichtquelle 
(Fluoreszenz, Lumineszenz oder Absorption als optischer 
Nachweis) dem CCD-Chip zur lichtsignalmessung direkt 
gegenuber angeordnet wird. Der Kapillar-Chip-Array befin- 
det sich genau in der Mitte zwischen Lichtquelle und Detek- 
tions-Chip (Sandwichbauweise). Als Anregungslichtquelle 
kann ein LCD-Chip (Russigkristallanzeige-Matrix) heran- 
gezogen werden. Die raumliche Anordnung dieser Einheit 
kann je nach Bedarf erfolgen (z. B. Nutzung der Gravitation 
fur Stromungsvorgange im Chip). Durch diese moglichst 
kompakte Bauweise werden die Lichtlaufwege und damit 
auch die bendtigte Lichtintensitat mininriert. Auf die Ver- 
wendung einer aufwendigen, platzintensiven, lichtschluk- 
kenden und teuren Optik soil sowohl auf der Anregungs-, 
als auch auf der Detektion sseite verzichtet werden. 
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6.5.1 Temperatur bei der Hybridisierung 

Die Temperierung (derzeit typischerweise bei 60°C - die 
Firma Genometrix beschreibt auch schon eine Hybridisie- 
rung bei 25°C mit Medrigsalz-Bedingungen) bei der Hybri- 
disierung kann entweder durch entsprechende Temperatur- 
elemente in der Detektionseinheit oder durch die Anre- 
gungslichtquelle bzw. das Anregungslicht an sich erfolgen. 
Teinperaturelemente in den Chips waren auch mdglich, wiir- 
den aber dem Ansatz von Disposable-Chips entgegenstehen. 

6.5.2 Anregungslichtquelle 

Als Lichtquellen kommen je nach den Markern der Ziel- 
DNA-Analyten (Nachweisverfahren via Absorption oder 
Fluoreszenz etc.) folgende Lichtquellen in Frage: 

- Hochparalleles Iicht aus einer Lampe (WeiBes 
Licht). 

- Hochparalleles Licht aus einer Blitzrohre. 

- Hochparalleles monochromatisches Licht 

- MonochromatischerLaserlichtstrich 

- Monochromatischer Laserstrahl 
programmierbare Belichtungsmatrix, z. B. Refiexi- 
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bridisierungspartner gefunden. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einem entsprechenden 
optischen Gitter zwischen dem FC-Chip Array und dem 
CCD-Kamera Chip. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einer entsprechenden 
Optik zwischen dem FC-Chip Array und dem CCD-Kamera 
Chip. 

Wenn die Detektion mit einer CCD-Kamera bzw. einem 
CCD-Chip keine ausreichenden Signale ergibt, kann die De- 
tektion im Analysesystem auch mittels anderer, empfindli- 
cherer Sensoren erfolgen. 

Interessant im Zusammenhang mit der voriiegenden Er- 
findung ist die Verwendung einer Inspektionseinheit, wie sie 
in der am Anmeldetag der voriiegenden Anmeldung von 
den Anmeldem eingereichten deutschen Patentanmeldung 
mit dem Utel f Tichtemissions-Detektionseinrichtung ,, be- 
schrieben ist Diese Inspektionseinheit umfaBt eine elektro- 
nisch steuerbare Lichtquellenmatrix (LCD-Matrix) und eine 
der Lichtquellenmatrix zugewandt-gegeniiberliegende 
Lichtsensormatrix, namlich CCD-Bildaufhehmer 

In diesem Zusammenhang ist es denkbar, daB der Anwen- 
der sich seine FCC-Chips selbst erzeugt und direkt verwen- 
det Er ladt sich einfach die benotigten Daten (DNA-Se- 
quenzen) von einer CD-ROM oder aus dem Internet und er- 



onsmatrix, selbstemittierende Belichtungsmatrix oder 25 zeugt in seiner LC-CCD-Einheit (Aufbau analog einem ex- 
Lichtventilmatrix, z. B. LCD-Matrix. temen Disketten- oder CD-ROM-Laufwerk) seinen indivi- 

duellen DNA-Chip, benetzt ihn anschlieBend mit der Probe 
und liest die Signale aus. 
MiBt man z. B. jeden zweiten Pixel in dieser Anordnung 
30 fur die Photoaktivierung, so kann man die Pixel dazwischen, 
welche in Projektion innerhalb einer Kapillare liegen, fur 
eine permanente ProzeBkontrolle verwenden. So kann man 
z. B. das Einstromen einer Luftblase zwischen zwei Fluiden 
in einer Kapillare individuell und dynamisch verfolgen. 
35 Auch ein Farben der Tragerfluide fur G, A, C und T ware 
denkbar, so daB die Anwesenheit der richtigen Oligos uber- 
prufbar wiirde und eine Farbveranderung konnte eine Ver- 
schleppung signalisieren. Bei der anschheBenden Detektion 
konnte wiederum eine ortsspezifische und wenn notwendig 



Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einem entsprechenden 
optischen Gitter zwischen Anregungslichtquelle und FC- 
Chip Array. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einer entsprechenden 
Optik zwischen Anregungslichtquelle und FC-Chip Array. 

6.5.3 CCD-Kamera Detektion 

Die Detektionseinheit besteht nur aus einem CCD-Chip. 
Diese haben aktuell auf einer Flache von ca. 25 x 37 mm 
etwa 2000 x 3000 Farbpixel, was 6 Mio. Farbpixela oder 18 
Mio. Einzelpixeln (RGB-Prinzip durch miniaturisterte Farb- 



filter vor den Pixeln) entspricht (Firma Cannon). Qrdnet 40 sogar farbspezifische Lichtanregung erfolgen. Hierdurcher- 



man auf einer solchen Flache von 25 x 37 mm etwa 500 par- 
allele Kapillaren mit ca. 20 pm Durchmesser an (jede zjveite 
Doppel-Pixelreihe), so erhalt man in jeder Kapillare 750 
MeBpunkte (Felder), wenn man nur jeden zweiten Doppel- 
Farbpixel unter der Kapillare nutzt Damit hatte man 45 
375.000 MeBpunkte auf einem einzigen Chip, wobei jeder 
MeBpunkt 4 Farb- bzw. 12 schwarzweiB Pixel uberdeckt 
und eine Flache von 20 x 20 um hat Die Lichtsignale miis- 
sen moglichst dicht am optischen CCD-Chip erzeugt wer- 
den, damit eine fehlerhafte Zuordnung von Lichtsignalen 50 
und MeBpunkten mit ihrer spezihschen Basen-Sequenz so- 
wie eine Uberlagerung benachbarter Lichtsignale ausge- 
schlossen werden kann. 

Die entstehende Vielzahl an MeBwerten (4 x 500 X 750 = 
15 Mio. Farbsignale bzw. 45 Mio. Intensitatswerte zwi- 55 
schen 0 und 255 Digitalwerten), welche zur verfugung ste- 
hen (aktueller Stand der CCD-Chip Technik), bilden die Ba- 
sis welche eine umfangreiche Statistik bei der Analyse der 
detektierten Lichtsignale erlaubt. Das Bearbeiten der anfal 



geben sich ganz neue Moglichkeiten fur Nachweisverfah- 
ren, wie sie derzeit noch nicht vorhanden sind. 

Durch die Inspektionseinheit (LC-CCD-Einheit) konnen 
die Stromungsvorgange in den Kapillaren in einem Glas- 
oder Kunststoffchip sowohl wahxend der Produktion - 
sprich der Oligo-Synthese - als auch wahrend der Analyse 
uberwacht werden. Hierzu konnen z. B. Reinigungsluftbla- 
sen zwischen zwei Fluiden in den Kapillaren oder eine Far- 
bung der einzelnen Fluide verwendet werden. 

Fiir die hchtinduzierte Abspaltung von Schutzgruppen 
wahrend der Synthese von DNA-Oligos auf dem Chip kann 
eine LCD-Hintergrundlichtquelle dienen, die die notwen- 
dige Wellenlange von 365 nm erzeugt Die benotigten Lei- 
stungen sind gering. 

Die Detektion der Nachweisreaktion im FCC-Chip kann 
ebenfalls in der Inspektionseinheit erfolgen. Wenn der 
Nachweis fiber Fluoreszenzmarker realisiert wird, miiBte 
hierzu ggf. die Hintergrundbeleuchtung gewechselt werden 
(automatisch moglich). Gegebenenfalls kommen hier auch 



lenden Datenmengen ist, durch die Entwicklung der Lei- 60 neue Detektionsverfahren zum Einsatz, welche erst durch 



stungsfahigkeit bei gleichzeitigem Preisverfall von moder- 
nen Rechnersystemen, problemlos moglich. 

Die Detektion der Nachweisreaktion kann sowohl quali- 
tative als auch quantitative Aussagen machen: 

- Welche Fangermolekule (Position im Array) haben An- 
lagerungspartner gefunden (Auswertung der z. B. fluores- 
zenzmarkierten Labels). 

- Wieviele F^ngermoIekiiJe einer Klasse haben einen Hy- 



die extrem flexible, individuelle Anstrahlung und Detektion 
des einzelnen MeBpunktes moglich werden. 

Fur eine Standard-Hybridisierung von DNA-, RNA- und 
PNA-Strangen miteinander benotigt man vorzugsweise eine 
65 Temperatur von ca. 55-65°C. Im einfachsten Fall kann diese 
Temperatur durch die abgestrahlte Energie der LCD-Einheit 
erzeugt werden (Abwarme und Wellenlange). Damit UeBe 
sich eine weitere Kompaktierung der Anordnung erreichen. 



• 19. 

. Fig. 1 zeigt in einer stark schematkierten Draufsicht ei- 
nen FCC-Chip (Trager) nach der Erfindung. 

Fig. 2 zeigt Beispiele fur Kapillaranordnungen in einem 
FCC-Chip nach der Erfindung. 

Fjg. 3 zeigt eine scheraatische Darstellung eines FCC- 5 
Chips in einer Inspektionseinheit aus LCD-Matrix und 
CCD-Matrix. ' 

Fig. 1 zeigt den transparenten Trager (FCC-Chip) in einer 
Draufsicht in stark schematisierter Weise. 

Man erkennt die parallel zueinander verlanfenden Kapil- 10 
laren 1, beispielsweise 500 Kapillaren mit einer Lange von 
37 nm. Mit T, G, A, C sind in Fig. 1 Reservoirs fur die ein- 
zelnen Einsatzstoffe (Basen) bezeichnet Mit 3 ist der Luft- 
einlaB bezeichnet. 5 kennzeichnet ein VentiL 7 kennzeichnet 
die Probeneingabe und mit 9 ist ein Zugang fur Reinigungs- 15 
/Waschflussigkeit bezeichnet 

In Fig. 2 sind schematisch weitere Beispiele fur Kapillar- 
anordnungen dargestellt 

Fig. 3 zeigt den FCC-Chip nach Fig. 1 in einer Inspekti- 
onseinheit aus LCD-Matrix und CCD-Matrix, wie sie weiter 20 
oben bereits angesprochen wurde. 

Patentanspriiche 

1. Trager fur Analytbesummungsverfahren umfassend 25 
eine Vielzahl von Kanalen, insbesondere Kapillarkana- 
len, wobei in den Kanalen eine Vielzahl von unter- 
schiedlichen Rezeptoren immobilisiert ist 

2. Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB er definierte Flachenbereiche mit jeweils gleichen 30 
Rezeptorspezies enthalt 

3. Trager nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kanale auf mindestens einer Trager- 
oberflache angeordnet sind. 

4. Trager nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB die Rezeptoren aus Nukleinsauren 
und Nukleinsaureanaloga ausgewahlt sind. 

5. Trager nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB er zumindest im Bereich der Ka- 
nale optisch transparent ist 40 

6. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5, umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers umfassend 
mindestens einen Kanal, 

(b) Leiten von Flussigkeit mit Bausteinen fiir die 45 
Synthese polymerer Rezeptoren durch den Kanal 
oder die Kanale des Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisie- 
ren der Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimrn- 
ten Positionen in dem Kanal oder in den Kanalen 50 
und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewiinschten Rezeptoren an den jeweils vorbe- 
stimmten Positionen synthetisiert worden sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 55 
net, daB man einen Trager herstellt, der definierte Fla- 
chenbereiche mit jeweils gleichen Rezeptorspezies ent- 
halt 

8. Verfahren nach den Anspriichen 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Kanale auf mindestens einer 60 
Trageroberflache angeordnet sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager eine Vielzahl 
von Kanalen enthalt, die vorzugs weise parallel zuein- 
ander angeordnet sind. 65 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet daB die Rezeptoren aus Nukle- 
insauren und Nukleinsaureanaloga ausgewahlt werden. 



20 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Rezeptorbausteine aus Nukleotiden, 
Oligonukleotiden, Nukleotidanaloga und Oligonukleo- 
tidanaloga ausgewahlt werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren aus Poly- 
peptiden ausgewahlt werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Rezeptorbausteine aus Aminosauren 
und Peptiden ausgewahlt werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB das orts- oder/und zeitspe- 
zifische Immobilisieren der Rezeptorbausteine durch 
Belichten erfolgt 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, das Belichten uber eine programrnierbare 
Lichtquellenmatrix erfolgt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB das orts- oder/und zeitspe- 
zifische Immobilisieren der Rezeptorbausteine durch 
Benetzung mit einem aktivierenden Fluid unter steuer- 
barer Auswahl der aktivierten Positionen erfolgt. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 16, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Muster der polymeren 
Rezeptoren durch eine Computerprogammierung fest- 
gelegt wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB man den Trager zur Bestim- 
mung von Analyten in einer Probe verwendet 

19. Verwendung des Tragers nach einem der Ansprii- 
che 1-5 in einem Verfahren zur Bestimmurig von Ana- 
lyten in einer bioiogischen Probe. 
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